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して約 147 bp の DNA が巻き付いたヌクレオソーム構造を基本構成単位としている[1]
（Fig. 1A、1B）。このヌクレオソームが数珠状に連なることでクロマチン構造が形成さ
れている。 




























































コアヒストンと交換されることで導入される。またコアヒストンの mRNA はポリ A 構
造を持たず、特殊なループ構造を形成している[6]。この構造から発現が厳密に制御され
ているが、ヒストンバリアントは通常のmRNAと同様にポリA構造が形成されている。
これまで様々なヒストンバリアントが報告されており、特に H2A と H3 のバリアント
は数多く見つかっている。中でも染色体分配に寄与している H3 バリアントの CENP-A










第３節 ヒストンバリアント H2A.Z 
 
  前述のように、H2A.Z は出芽酵母から高等真核生物まで進化的に保存された H2A
バリアントである。コアヒストン H2A と約 60%のアミノ酸の同一性を有している。出



































  出芽酵母では SWR1複合体、脊椎動物では SRCAP複合体あるいは p400複合体に
よる交換反応によって、H2A.Z はクロマチン中の H2A と交換・導入される[24]。また
INO80 複合体の活性によってクロマチン中から解離する。これらの交換反応は H2A-
H2Bダイマーと H2A.Z-H2Bダイマーを交換することで行われる[3]。H2A.Z の導入され

















なっており、この CenRNA の転写制御に H2A.Z が関わっているという報告もある[31]。
出芽酵母と脊椎動物ではセントロメアの構造は大きく異なっているが、H2A.Z はそのい
ずれにおいても染色体分配の維持に関わっているという点で多くの注目を集めている。 
  セントロメア近傍に導入される H2A.Z が、染色体分配の制御において重要である
と考えられている[27]。一方で TSS 近傍に導入される H2A.Z は、転写制御において機
能している。TSS 近傍は様々な転写因子や RNA ポリメラーゼⅡなどが結合する領域で
ある。H2A.Z ヌクレオソームが TSS 近傍に形成されることで、これらの転写に必要な
マシナリーのアクセシビリティが高くなっているというモデルが一般的となっている













得られている（日下部 博士論文、荻原 修士論文）。 











  本研究ではヒストンバリアント H2A.Z がゲノム上に導入されるための導入機構に


















Figure 1. エピジェネティック制御とヒストンバリアント H2A.Z 
(A) 真核生物におけるゲノム DNA の階層構造図。 





















































1% Yeast extract、2% Bactopeptone、2% Glucose を超純水に混合した。プレートとして用
いる場合は 2% Agar を併せて加えた。また、薬剤によるセレクションに用いる場合はオ




GA-4732 (Wild type) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 K. Shirahige (BY4741)
YH-1004 (htz1Δ ) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 htz1::kanMX6 Thermo Scientific Open Biosystems
YH-1559 (WT+vector) GA-4732 pRS316 This study (WT+vector)
YH-1616 (htz1Δ +vector) YH-1004 pRS316 This study (htz1Δ +vector)
YH-1517 (pHtz1-After) YH-1004 pRS316-HTZ1 This study (pHtz1-After)






0.67% Difco yeast nitrogen base without amino acids (Difco)、適量の Amino acid dropout 
supplement (Clontech)、2% Glucose を超純水と混合した。プレートとして用いる場合は、
さらに 2% Agar を加えた。また 5-FOA によるセレクションに用いる場合は、オートク
レーブ滅菌後に 1 mg/ml 5-FOA を加えた。 
・SC /LGg（lactic acid, glycerol, and glucose）培地 
低グルコース環境で出芽酵母を培養できる培地となっており、酵母の形質転換効率を高
めるために用いた[40]。調製方法は以下。 
終濃度 2% lactic acid、3% glycerol と超純水適量を混合し、NaOH 溶液を用いて pH 5.5 
に調整した。そこに 0.67% Difco yeast nitrogen base without amino acids（Difco）、適量の




出芽酵母の内在性 HTZ1 遺伝子を破壊するため、一段階置換法による内在性 HTZ1 遺伝
子と薬剤耐性マーカー遺伝子の置換を行った。具体的な手法を以下に示す。 
出芽酵母 YH1004（htz1Δ）株をテンプレートとして、HTZ1 遺伝子のゲノム領域を PCR
により増幅した。YH1004 は HTZ1 遺伝子の全長がカナマイシン耐性遺伝子である
kanMX4 と置換されており、この増幅により HTZ1上下流の相同配列を有する kanMX4
遺伝子の DNA断片を取得することができる。PCR反応では KOD FX Neo（TOYOBO）
と Forward primer（塩基配列：CCAGTGTAATAGAGTCACAAC、HTZ1 遺伝子の 123 bp
上流）及び Reverse primer（塩基配列：TAACTCGGGTACGGAGAGAC、HTZ1 遺伝子の





ム法では SC/LGg 培地で培養した酵母に対して 50 µl Transformation mixture（33% 
Polyethylene glycol、100 mM Lithium acetate、1 µg plasmid）を加え混合し、42℃、60 分
間のヒートショックを行った。その後、50 mM Calcium chloride に懸濁し、回復培養の
ため YPD プレートに播種した。30℃、24時間の培養後に YPD + G418 プレートにスタ
ンプし、30℃で 3-5日間培養した。コロニーPCR によって内在性 HTZ1 遺伝子破壊の確
認を行った。Forward primer（塩基配列：CCCGGTGATAAGAAACATCC、HTZ1 遺伝子の
542 bp上流）、Reverse primer（塩基配列：GCTTGTCTTGGTGGCTGAATAC、HTZ1 遺伝
子の 617 bp 下流）を用いた。また pHtz1-Before ではプラスミド上の HTZ1 遺伝子が
kanMX4 遺伝子と置換されてしまう可能性が考えられる。このためプラスミド上の
HTZ1 遺伝子が維持されていることをコロニーPCR によって確認した。Forward primer





出芽酵母に外来性 Htz1 を発現させるため、HTZ1 遺伝子発現ベクターである pRS316-
HTZ1（高橋大輔 修士論文）及びコントロールとして Empty vector である pRS316 を使
用した。本ベクターには HTZ1 遺伝子の上流 1500 bp から下流 300 bp までの配列が挿入











1.0×108 cells の酵母を回収し、5 ml の Buffer A（0.1 M EDTA-KOH、10 mM DTT）に懸濁
し、30℃で 10 分間インキュベートした。遠心分離により上清を破棄し、5 ml の Buffer 
B（20 mM Potassium dihydrogen phosphate、1.1 M Sorbitol）に再懸濁した。40 µl の Zymolyase 
20T（50 mg/ml）を加え、30℃で 15 分間インキュベートした。顕微鏡で観察し、細胞壁
が消化されスフェロプラスト化されていることを確認した。以降は氷上操作である。1 
ml Wash buffer（5 mM HEPES-KOH [pH 7.5]、20 mM KCl、2 mM EDTA-KOH、5 mM 
spermidine、2 mM spermine）により洗浄を行い、250 µl の Buffer EB（100 mM KCl、50 
mM HEPES-KOH [pH 7.5]、2.5 mM MgCl2、25 mM NaF、0.1 mM Na3VO4、Complete protease 
inhibitor [Roche]）に懸濁した。そこに 250 µl の 0.5% Triton X-100 を含む Buffer EB を加
え、スフェロプラストを溶解させた。得られた Lysate を 300 µl の 30% Sucrose を含む
Buffer EB上に Overlay し、11000 rpm、4℃、10 分間の遠心を行った。この沈殿を 200 
µl の 0.5% Triton X-100 を含む Buffer EB に懸濁し、50 µl の 5×SDS sample buffer（125 mM 
Tris-HCl [pH 6.5]、25% Glycerol、5% SDS、2-メルカプトエタノール 5%、BPB）を加えた。




ロットによる Htz1 の検出を行った。具体的な手法を以下に示す。 
SDS 化したタンパク質サンプルは、15%アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE によ
り分離し、セミドライ式ブロッティング装置トランスブロット® Turbo™ 転写システム




（10 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM NaCl、0.05% Tween 20）を用いて 30℃、1時間の条
件でブロッキングを行った。ブロッキング後、メンブレンを TBST により洗浄し、一次
抗体反応液に 30℃、1 時間反応させた。一時抗体反応液は一次抗体を Can Get Signal 
Solution 1（TOYOBO）を用いて希釈することで調製した。希釈倍率は出芽酵母 H2A.Z
抗体（Active motif、39647）は 1/3000、H3 抗体（Abcam、ab1791）は 1/10000 とした。
一次抗体反応後、TBST による洗浄を 30℃、5 分、3回行った後、二次抗体反応を行っ
た。二次抗体反応では二次抗体反応液を用いてメンブレンに 30℃、1時間反応させた。
二次抗体反応液は HRP 結合抗ラビット IgG抗体（Promega）を Can Get Signal Solution 2
（TOYOBO）を用いて希釈することで調製した。希釈倍率は 1/10000 とした。続いて







酵母を 45 ml の液体培地で細胞濃度が 5.0×107 cells/ml となるまで培養した。この培養液
に終濃度 1％となるようにホルムアルデヒドを加え、20 分間、30℃で振とうすることで
細胞を固定した。ここに終濃度 125 mM となるようグリシン溶液を加え 5 分間、30℃で
振とうし、ホルムアルデヒドによる架橋反応を停止させた。この菌体を PBS で 2 回洗
浄し、上清を破棄、-80℃で凍結させた。 
[クロマチン画分の調製] 
前項で凍結させた菌体のペレットを室温に出し、120 µl SDS Lysis buffer*（50 mM Tris-




8.0]、167 mM NaCl、 1.1% Triton X-100、0.11% Sodium deoxycholate）、Complete protease 
inhibiter（Roche）によって懸濁した。この懸濁液を 1.5 g ジルコニアビーズの入ったス
クリューキャップチューブに移し、ビーズ式細胞破砕装置 Micro Smash MS-100R（和研
薬株式会社）により 3000 rpm、4℃、5 分の条件で 6回の破砕操作を行った（各破砕の
間にインターバルとして 1 分間の冷却時間をおいた）。破砕後はチューブの底に穴を空
け、2000 rpm、4℃、3 分の遠心によって破砕液を別のチューブに回収した。この破砕液
に対して 3000 rpm、4℃、10 分の遠心によって核画分を沈殿させ、上清を取り除いた。
核画分は 60 µl SDS Lysis buffer*、240 µl ChIP dilution buffer*、Complete protease inhibiter
に再懸濁し、超音波破砕装置 BIORUPTOR（ソニック・バイオ株式会社）によって超音
波処理を行った。超音波出力は High に設定し、30 秒の超音波処理と 90 秒のインター
バルを 30 分間繰り返した。超音波処理した核画分を 7000 rpm、4℃、10 分の遠心分離
し、溶出されたクロマチン画分にあたる上清を回収した。250 µl を免疫沈降に用い、25 
µl は Input画分として解析を行った。 
[抗体結合ビーズの調製] 
Protein low bind tube（エッペンドルフ）に 40 µl の Dynabeads Protein G（Thermo Fisher）
を分注し、上清を除いた。以降の磁気ビーズから上清を除く操作では全て、卓上遠心機
とマグネティックセパレーターを使用している。このビーズに対して 500 µl BSA溶液
（0.5% BSA in PBS）を加え、4℃で 30 分間ローテートした。上清を除き、BSA溶液と
抗体 5 µl（3 µg 相当）を加え、4℃で 3時間ローテートすることで抗体とビーズを結合
させた。結合後のビーズは上清を除き、1x RIPA buffer-150 mM*（150 mM NaCl、50 mM 
Tris-HCl [pH 8.0]、1 mM EDTA [pH 8.0]、 0.1% SDS、1% Triton X-100、0.1% Sodium 
deoxycholate、complete protease inhibiter）によって 2回洗浄した。 
[免疫沈降・溶出・精製] 




テートした。免疫沈降後のビーズは 1 ml 1x RIPA buffer-150 mM*で 2回、1 ml 1x RIPA 
buffer-500 mM*（500 mM NaCl、50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、1 mM EDTA [pH 8.0]、0.1% SDS、
1% Triton X-100, 0.1% Sodium deoxycholate、complete protease inhibiter）で 1回、1 ml TE 
buffer で 1回洗浄した。洗浄したビーズに対して 200 µl ChIP direct elution buffer*（10 mM 
Tris-HCl [pH 8.0]、300 mM NaCl、5 mM EDTA [pH 8.0]、0.5% SDS）を加え、65℃、8時
間以上のインキュベートにより溶出を行った。この際、Input として分注していたクロ
マチン画分に対して 175 µl ChIP direct elution buffer*と 11 µl 10% SDS を加え、同様にイ
ンキュベートした。溶出後、1 µl RNase A（Novagen）を加え 30 分間インキュベートし、
RNA の分解を行った。次に 5 µl Proteinase K溶液を加え、55℃、2時間のインキュベー
トによりタンパク質の分解処理を行った。この上清に対して、QIAquick PCR Purification 
Kit（Qiagen）による精製操作を行い、DNA断片を精製した。 
*これらの試薬は ChIP Reagents（ニッポンジーン、318-07131）に付属のものを使用した。 
 
７．リアルタイム PCR 
リアルタイム PCR による定量では、SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix（BioRad）
と CFX Connect リアルタイム PCR 解析システム（BioRad）を用いた。反応系では 1 µl
の DNA溶液（適宜希釈）、0.3 µl 10 µM Forward primer、0.3 µl 10 µM Reverse primer、5 
µl SYBR Green、3.4 µl 超純水を混合し、それぞれトリプリケートを作成することで解
析した。トリプリケートの平均値を Cq値とした。プロトコルは以下の通りである。 
1: 98℃ for 30 sec 
2: 95℃ for 1 sec 
3: 60℃ for 10 sec x40 
  Plate Read 




4: Melt Curve 65℃ to 95℃: Increment 0.5℃ 2 sec 
  Plate Read 
また、LSB5及び GID7 の遺伝子領域における解析に用いた Primer の配列は以下の通り
である。 
LSB5 Promoter 
Fw: 5’- GCTGCTCGTTATCTGTAGACAGCTC-3’ 
Rv: 5’- CTCTCTCACACTGTCACAATCGTG-3’ 
LSB5 ORF 
Fw: 5’- GTATAGGATTCCACAGATCAACATG-3’ 
Rv: 5’- CCTCCGTGACCAATTGCAGATATC-3’ 
GID7 Promoter 
Fw: 5’- CGCATACGTGTTGAACAATGACACG-3’ 
Rv: 5’- GAGTTTGAAGAAAGTCTGGATGTGG-3’ 
GID7 ORF 
Fw: 5’- GATTCCAAGGATCGCAAGATTGGAC-3’ 




同で行った。ライブラリーの調製には NEBNext ChIP-Seq Library Prep Master Mix Set for 
Illumina（NEB）及び NEBNext Multiplex Oligos for Illumina（NEB）を用いた。MiSeq（illumina）
によってシーケンスし、Saccharomyces cerevisiae S288C reference genome (R64-1-1) とプ





９．Htz1 非導入領域における Htz1及び Swr1 のテザリング実験 
本解析では ChIP-seq 解析によって Htz1 が結合していないことを確認したゲノム領域に
おいて、LexA 融合タンパク質が LexA オペレーター配列に結合することを利用して外
来性 Htz1及び Swr1 をテザリングした。本解析手法の流れを Fig. 5A に示した。LexA 結
合配列の挿入領域として、第五染色体上の PAU2 と TCA17 の遺伝子間領域を選択した。





本領域に対して、Cas9 ヌクレアーゼを用いたゲノム DNA 切断と PCR 産物の相同組み
換えによって LexA 結合配列を挿入した。ゲノム DNA切断については先行研究の手法
と同様に行った[41]。Cas9 及びガイド RNA を発現するプラスミドベクターとして





これらのオリゴ DNA をアダプターとして、Bpl1 で切断した pJH2972ベクターにライゲ
ーションした。ライゲーションには DNA Ligation Mix（TaKaRa）を用いた。次に切断部
位の相同配列を付加した LexA 結合配列を PCR によって増幅した。テンプレートとし















PCR には KOD FX Neo（TOYOBO）を用い、製品プロトコルに従った。本 PCR産物と
ガイド RNA 発現配列を挿入した pJH2972ベクターを、出芽酵母野生株である GA4732
に導入した。SC-Ura プレート上に播種し、得られたコロニーを PCR によってスクリー
ニングした。スクリーニングでは挿入部位を含むゲノム領域を増幅し、LexA 結合配列























[HTZ1 遺伝子領域への HA タグ配列挿入] 
本解析では外来的に発現させる LexA-Htz1 と内在性 Htz1 を区別して免疫沈降する必要
がある。このため内在性 HTZ1 遺伝子の N 末端側に HA タグを挿入し、HA抗体による
免疫沈降を行った。HA タグの挿入には先行研究で用いられた pRS306-HA-HTZ1ベクタ
ーを使用した（北川 修士論文）。pRS306-HA-HTZ1 に含まれる 3’UTR 配列の内部を Xba1
によって切断し、LexA 結合配列挿入株に導入した。SC-Ura によるスクリーニングと
YPD+5-FOA によるスクリーニングを順に行い、HA 配列の付加とプラスミド配列のポ











HA-ChIP は前述の Htz1 及び H2A の ChIP と同様の手法によって行った。ビーズには
Dynabeads M-280 sheep anti mouse IgG を用い、HA抗体（Santa Cruz Biotechnology、sc-
7392）20 µl を結合させた。また、qPCR の解析領域には、ポジティブコントロールとし
て GID7 遺伝子プロモーター領域、ネガティブコントロールとして GID7 遺伝子 ORF領
域を用いた。プライマー配列は第２章 第２節７を参照。また LexA 結合配列の近傍と
して 2領域を解析領域とした。用いたプライマーの配列を以下に示す。 
 













  プラスミド由来の Htz1（pHtz1）を外来的に発現する出芽酵母を作出した。それぞ
れ株の樹立までの流れを Fig. 2A に示す。通常、出芽酵母の異所性発現株を取得する際
には pHtz1-After のように遺伝子破壊を施した“後”でプラスミドを導入している場合が
多く、複数の先行研究が pHtz1-After と同様の手法で作出された酵母株から Htz1 の機能
解析を行っている。しかし本研究室におけるこれまでの解析により、本手法では Htz1
機能が相補されない可能性が示唆されていた。この原因として、pHtz1-After では一度ゲ
ノム上から Htz1 が完全に除去されており、その状態から Htz1 を再び発現させた場合に
は、Htz1 のクロマチン導入に異常が生じていることを予想した。このため、pHtz1-Before
のように、HTZ1 発現プラスミドの導入を遺伝子破壊の“前”に行う酵母株を取得した。
pHtz1-After と pHtz1-Before は遺伝子型としては完全に共通しているが、一度 Htz1 が完
全にクロマチンから除去されたかどうか、という点が異なっている。これらの株におけ
る Htz1 導入パターンを比較することで、Htz1 導入における分子機構について新たな知
見が得られると考えた。 
  実際の導入を直接比較する前に、それぞれの株における Htz1 タンパク質の存在量
を確認した。この解析では各酵母株からクロマチン画分を回収し、ウェスタンブロット
により Htz1 タンパク量の比較を行った（Fig. 2C）。野生株と比較して外来性 Htz1 を発
現している pHtz1-After、pHtz1-Before の 2 株では、5~6 割程度まで Htz1 タンパク量が
減少していた。このような量的な変化が見られたが、Htz1 のゲノム上の分布を解析する
上では問題ないと予想されたため、この酵母株を用いた解析を行った。 
  ChIP-qPCR 解析により LSB5及び GID7 遺伝子領域の Htz1 結合量を解析した。これ
らの遺伝子のプロモーター領域には、Htz1 が高頻度で導入されていることが先行研究




示されており、これらの 2領域の導入量を比較することで典型的な Htz1 導入パターン
が維持されているかどうか評価することができる。% Input 値として Htz1 の結合量を
Fig. 3 A-D に示した。WT+vector では先行研究と同様に、プロモーター領域に多く、ORF
領域に少ないという結果が得られた。この結果から、本解析が先行研究を再現できてい
ることを示しており、実験系に問題がないことを確認することができた。また、
htz1Δ+vector ではいずれの領域でも非常に% Input 値が低い結果であった。この株には
Htz1 タンパク質が存在していないため、本結果は実験系のバックグラウンドが非常に
低いことを示している。pHtz1-After では、いずれの遺伝子においてもプロモーター・
ORF 間の Htz1 導入量に有意な差は見られず、むしろ ORF 領域の方が高い導入量にな
っている傾向となっていた。この結果は、pHtz1-After においては、WT+vector で観察さ
れた Htz1 の導入パターンが維持されていないことを示している。一方、pHtz1-Before で
は% Input値は低いものの、有意に Htz1 がプロモーター領域に導入されている結果が得
られた。 
  次に ChIP で得られた DNA 断片を次世代シーケンサーで解析し、ゲノムワイドに
Htz1 局在を確認できる ChIP-seq 解析を行った。本解析における次世代シーケンサーを
用いた操作については、東京大学総合文化研究科の太田邦史教授、小田有紗博士、仮屋
園遼博士と共同で行った。Fig. 4A に Htz1 の導入量をリード数の赤色の波形として示し
た。灰色の波形は Input画分のリード数である。また、ここでは代表的な領域として LSB5
遺伝子の近傍である第三染色体の 48,258-80,964 bp領域を示している。WT+vector では
各遺伝子の転写開始点近傍にピークが確認できるが、pHtz1-After ではピークが消失し、
ランダムな導入に変化していることが分かる。pHtz1-Before では WT+vector と同様の位
置に Htz1 導入のピークを確認することができた。加えて、コントロールとして同様の
解析をコアヒストン H2A の ChIP画分についても実施した（Fig. 4B）。こちらの導入パ




伝子の TSS（転写開始点、Transcription Start Site）近傍における平均分布を Aggregation 
plot として Fig. 4C に示した。WT+vector 及び pHtz1-Before では TSS 直上の NFR




[42]。しかし pHtz1-After では TSS 近傍のピークを確認することはできなかった。同様
に H2A-ChIP の Aggregation plot では、3 株いずれにおいても同様の結果であり、NFR で
結合が低く、それ以外の領域では一様に結合している典型的なコアヒストンの導入パタ
ーンとなっていた（Fig. 4D）。これらの結果から、pHtz1-After は Htz1 としての導入パタ
ーンが維持されていないのに対し、pHtz1-Before では WT+vector と同様の導入パターン
が維持されているということが示された。 
  LexA によって Htz1 及び Swr1 を Htz1 非導入領域にテザリングした際に、内在性
Htz1 の導入が新規に確立されるかどうか検証を行った。コントロールである LexA 単体
を発現する株と LexA-Htz1、LexA-Swr1 を発現させる株を Fig. 5A に示す手法で取得し
た。これらの株において、HA-ChIP によって内在性 Htz1 の結合を評価した結果が Fig. 
5B である。解析領域のコントロールとして GID7 遺伝子のプロモーター領域及び ORF
領域と比較したところ、いずれの株においても LexA 結合配列近傍で HA-Htz1 の導入は
確認出来なかった。この結果から、LexA オペレーターによって Htz1及び Swr1 をテザ



















きな影響はないと判断して ChIP 解析を実施したが、実際に pHtz1-Before で検出された
Htz1 の導入パターンは、これまでに報告されたものと同様であった。 
  ChIP 解析では ChIP-qPCR・ChIP-seq ともに、pHtz1-After のみで Htz1局在変化が見
られた。Aggregation plot でも分かるように、pHtz1-After での Htz1 導入は、H2A と似た
導入パターンとなっている。これはゲノム領域全体にランダムに導入されていることを
示しており、SWR1 複合体が Htz1 導入のためのエピジェネティックマークを見失った






より H2A.Z 導入部位が異常になるという結果は、ゲノムに導入された H2A.Z そのもの
が新規 H2A.Z 導入のためのエピジェネティックマークとして機能していることを示唆
している。 










Figure 2. 外来性 Htz1 発現出芽酵母株の取得と発現量の確認 
(A) 本研究で使用した出芽酵母株の作出方法についての概略。 
(B) コロニーPCR による pHtz1-Before の遺伝子破壊の確認。Primer A では内在性 HTZ1
が kanMX4 遺伝子に置換されていることを確認し（Positive: 2788 bp、Negative: 1564 
bp）、Primer B ではプラスミド上の HTZ1 遺伝子が維持されていることを確認した
（Positive: 752 bp、Negative: No bands）。 
(C) WT+vector、htz1Δ+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before におけるクロマチン中のウェ





Figure 3. 出芽酵母における外来性 Htz1 導入領域の ChIP-qPCR による解析結果 
(A-D) WT+vector、htz1Δ+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before における Htz1 結合量。









Figure 4. 出芽酵母における外来性 Htz1 導入領域の ChIP-seq による解析結果 
(A-B) WT+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before における Htz1及び H2A タンパク質の
ChIP-seq 解析結果。LSB5 近傍の 34 kb領域を表示している。 
(C-D) WT+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before における Htz1及び H2A タンパク質の
ChIP-seq 解析結果について、全遺伝子の TSS 近傍領域における結合量を平均化した






Figure 5. Htz1 非導入領域への外来性 Htz1 テザリング時における内在性 Htz1 導入解析 
(A) 本実験に使用した酵母株の作出スキーム。左図は内在性 HTZ1 における HA タグ
配列の挿入について、右図は Htz1 非導入領域に対する LexA 結合配列の挿入及び
LexA 結合タンパク質の発現について示している。 

















































出芽酵母からの RNA 回収では、ホットフェノール法による RNA 回収と RNeasy Mini 
Kit（Qiagen）による精製操作を行った。以下に具体的な手法を示す。 
出芽酵母を SC-Ura培地で 20 ml のスケールにより、対数増殖期まで培養した。1.0 x 108 
cells を集菌、超純水により洗浄し、400 µl TES（10 mM Tris-HCl [pH 7.5]、10 mM EDTA、
0.5% SDS）によって懸濁した。この懸濁液に対して 400 µl の Acid phenol（クエン酸飽
和フェノール、ニッポンジーン）を加え、1 分間ボルテックスにより混合した。この混
合液を 60 分間、65℃でインキュベートした。このインキュベート中は 10 分間ごとにボ
ルテックスによる混合操作を行った。インキュベート後は氷上に 5 分間静置し、15000 
rpm、4℃、10 分間遠心した。この上清を別のチューブに回収し、400 µl クロロホルム
を加え 1 分間ボルテックスにより混合した。15000 rpm、4℃、5 分間の遠心を行い、上
清を別のチューブに回収した。40 µl の 3 M Sodium acetate、1 ml 100% Ethanol を加え、
15 分間、-20℃に静置した。15,000 rpm、4℃、15 分間の遠心を行い、沈殿物を 100 µl 
RNase free water*に溶解した。この RNA溶液に 250 µl 100% Ethanol、350 µl Buffer RLT*
を加え、RNeasy Mini Spin Columns*に充填した。10000 rpm で 1 分間遠心後、350 µl Buffer 
RW1*を加え、再度 10000 rpm で 1 分間遠心した。カラムに 80 µl DNaseⅠincubation mix
（10 µl DNaseⅠ, 70 µl Buffer RDD; RNase-Free DNase Set [Qiagen]）を加え、室温で 15 分
間インキュベートした。350 µl Buffer RW1 を加え、10000 rpm で 1 分間遠心した。遠心
後、500 µl Buffer RPE*を加え、10000 rpm で 1 分間遠心した。再度 500 µl Buffer RPE を
加え、10000 rpm、2 分間の遠心により完全にバッファーを除去した。最後に 30 µl RNase 




*これらの試薬・カラムは RNeasy Mini Kit（Qiagen）に付属のものを使用した。 
[RNAシークエンス] 
シーケンス解析は株式会社マクロジェン・ジャパンに委託した。ライブラリー調製には
TruSeq stranded mRNA Library を用い、NovaSeq6000 による解析を行った。またリファレ




本章第２節-１で回収した RNA について、RT-PCR を行い転写量の確認を行った。逆転
写には Prime Script RT reagent Kit（TaKaRa）を用いた。逆転写の手法は以下の通りであ
る。 
RNA 500 ng と 2 µl 5x Prime Script buffer、0.5 µl Random 6mers、0.5 µl Oligo dT、0.5 µl 
Prime Script Enzyme Mix、RNase free water を混合し、10 µl の反応系を調製した。試薬は
全て Prime Script RT reagent Kit に付属のものを使用した。これを 37℃で 15 分インキュ
ベートし、逆転写を行った。逆転写後は 85℃、5 分の処理によって酵素を失活させた。 





Rv: 5’- TCTCTTGGCGTTCATTTCACC-3’ 
ACT1 
Fw: 5’- ATTATATGTTTAGAGGTTGCTGCTTTGG-3’ 






ガラクトース誘導には SG培地を使用した。SG培地は第２章 第２節-１で示した SC培
地のグルコースを、同量のガラクトースに置き換えたものである。全培養として 2 ml の
SG-Ura に酵母を播種し、26時間の全培養を行った。この誘導条件の前培養により、GAL1
の転写記憶を形成している。コントロールとして行った非転写記憶形成条件の解析では、
この前培養で SC-Ura培地を使用している。前培養後は 20 ml の SC-Ura培地に播種し、
12時間の培養を行った。この抑制条件での培養後、菌体を滅菌水で洗浄し、20 ml の SG-
Ura に播種した。2時間の培養後、菌体を回収し本章第２節-２と同様の方法により RT-
PCR を行った。使用した GAL1 のプライマー配列を以下に示す。 
GAL1 
Fw: 5’- AAGAAACTTGCACCGGAAAGG-3’ 





出芽酵母を 2 ml の SC-Ura液体培地によって対数増殖期まで培養した。菌体を滅菌水で
２回洗浄した後、細胞数のカウントを行い、1 x 107 cells/ml の菌液を調製した。これを
1 x 103 cells/ml まで 1/10 ずつ、5段階の希釈を行い、それぞれを 5 µl ずつ SC-Ura にス
トレッサーを添加した寒天培地にスポットし、2-4日 30℃で培養した。ストレス源には








  本章では第２章で Htz1 導入を解析した４株における Htz1 機能の解析を行った。







りをベン図として可視化した（Fig. 6B、6C）。この結果は WT+vector と比べて発現変動
した遺伝子のみを抽出しているため、全体的な発現の傾向を比較していたクラスタリン
グの結果とは異なり、WT+vector との比較をより直接的に行ったものである。発現上昇
していた遺伝子数をまとめた Fig. 6Bと発現低下していた遺伝子数をまとめた Fig. 6Cの
双方において、htz1Δ+vector と pHtz1-After では変動している遺伝子数が多く、その大部
分が共通していた。これに対して pHtz1-Before の変動遺伝子数は少なくなっていた。ま
た RNA シーケンスによる網羅的な解析で得られた結果の一部を、RT-PCR によって再




に PHO5領域における Htz1 導入量（第２章の ChIP-seq 結果より）と PHO5 発現定量結






量では WT+vector と pHtz1-Before が同程度であるのに対し、htz1Δ+vector と pHtz1-After
で発現量が減少している結果となった（Fig. 6E）。この結果は RNA-シーケンスの結果と
も一致している。 
  次に転写記憶の解析を行った。解析対象とした GAL1 遺伝子は、ガラクトース依存
的に発現が誘導される。本研究では 2回目の誘導で発現レベルが高くなる転写記憶とい
う現象に着目し、それぞれの株における転写記憶能を比較した。本解析における操作の





示している。それぞれの条件における誘導率を Fig. 7B、7C に示した。Non-memory 
condition ではいずれの組み合わせでも有意な誘導率の差は見られなかった。全体的に 5-
10倍の発現誘導がかかっていた。これに対して Memory condition では WT+vector の誘
導率が最も高く、約 600倍の転写誘導が確認できた。htz1Δ+vector では有意に誘導率が
低下しており、Htz1 が転写記憶に関わるという先行研究の結果を再現することができ
た。pHtz1-After と pHtz1-Before ではいずれも WT+vector と htz1Δ+vector の中間程度の
誘導率となっており、pHtz1-After と pHtz1-Before の間には誘導率の有意な差は見られ
なかった。 
  最後にストレス感受性解析の結果を Fig. 8 に示す。DNA 損傷ストレスとしてヒド
ロキシウレア（HU）、代謝ストレスとしてエタノール、pH ストレスとして水酸化ナト






Before では全ての条件で WT+vector と同程度の生育となり、Htz1 機能を相補できてい
ることが表現型からも確認できた。しかし pHtz1-After では、どのストレス条件におい
ても相補能が落ちる結果となっていた。htz1Δ+vector よりは感受性が低いことから、






  RNAシーケンスによるトランスクリプトーム解析では、WT+vector と pHtz1-Before
の間、および htz1Δ+vector と pHtz1-After の間で、それぞれ類似の遺伝子発現プロファ
イルが観察された。これは pHtz1-Before 株では外来性発現 Htz1 によって Htz1 機能が相
補されているのに対し、pHtz1-After では相補されていないことを示している。RT-PCR
による PHO5 発現量の確認でも同様の結果が観察された。これは第２章で示された Htz1






伝子発現とは異なる傾向が観察された。pHtz1-After と pHtz1-Before の間に転写記憶レ






的に Htz1 が GAL1 プロモーターに一過的に導入されると考えられる。実際に第２章で
行った通常培養条件における ChIP-seq 解析結果で GAL1 遺伝子領域を参照すると、Htz1












  最後にストレス感受性解析の結果では、DNA損傷ストレス、代謝ストレス、pH ス
トレスに着目した。Htz1 が DNA 損傷修復に関わることはこれまでにも報告されてお
り、DNA損傷部位に Htz1 が一過的導入されることで、損傷部位を核膜近傍に移動させ







れも pHtz1-After において Htz1 機能の相補が部分的に観察されるという結果となった
が、これは維持の機構が破綻しているが確立の機構は機能しているという pHtz1-After
の特徴が複合的に影響したためであると考えている。 
  これまで報告されている Htz1 導入に寄与するリモデラーは、出芽酵母における
SWR1複合体のみである。SWR1複合体が導入領域の確立と維持にどのように寄与して
いるかは未知である。しかし SWR1 複合体の機能欠損によって TSS 近傍や DNA 損傷







  本研究結果から、Htz1 導入機構には導入領域確立と維持の独立した分子機構が存
在しており、pHtz1-After は導入領域確立のみを相補できていることが示唆された。
pHtz1-After で維持の機構が破綻することから、導入領域維持における Htz1 導入マーク










Figure 6. 外来性 Htz1 発現株における遺伝子発現変化の解析 





て発現変動していた遺伝子*である 2259 遺伝子について、4 株の平均よりも高発現であ
れば赤色、低発現であれば青色になるように示している。 
(B-C) htz1Δ+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before の 3 株における、WT+vector と比較した
発現変動遺伝子*の数と重なりを示したベン図。発現上昇した遺伝子については (B)、
発現低下した遺伝子については (C)に示している。 
(D) PHO5 遺伝子領域における Htz1 の ChIP-seq 結果。矢印は転写方向を示している。 
(E) WT+vector、 htz1Δ+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before の４株における PHO5 の遺伝
子発現レベルを RT-PCR によって定量化したグラフ。PHO5 発現量は内部標準である
ACT1 の発現量によって補正されている。 


















Figure 8. 外来性Htz1発現株におけるストレス感受性解析 
125 mM ヒドロキシウレア（HU）、3% エタノール、pH 8.0となるまでNaOHを添加し
たSC-Ura寒天培地上にWT+vector、htz1Δ+vector、pHtz1-After、pHtz1-Before の菌液を





















 第２章の解析から、出芽酵母における H2A.Z の導入部位の決定には、H2A.Z そのも
のが先にヌクレオソームに存在すること必要であることが示唆された。しかし脊椎動物
においても同様の機構が保存されているかどうかは明らかとなっておらず、これを検証
するためには脊椎動物細胞で H2A.Z をゲノム上から除去し、新たに H2A.Z を発現させ
ることで出芽酵母と同様の解析を行うことが必要となる。しかし脊椎動物細胞では
H2A.Z のアイソフォームである H2A.Z.1 及び H2A.Z.2 を二重破壊すると、致死性を示
すことが明らかとなっている。そこで本章では、アクチンに結合する二環状ペプチド
（Bicyclic peptide）を用い、H2A.Z の導入を一過的に抑制することを試みた。Bicyclic 
peptide はスクリーニングによって取得され、高い標的結合能やタンパク間相互作用の
















ルム和光純薬）に 55℃、30 分間の非働化処理を行った 50 ml Fetal Bovine Serum（Gibco）、
5 ml Penicillin-Streptomycin（10,000 U/mL、Gibco）を加えたものを、HeLa及び NIH3T3
細胞の培養に用いた。培養は CO2インキュベーターを使用し、37℃、5% CO2の条件で




















火炎滅菌したカバーガラスを 24well プレートに入れ、DMEM培地により洗浄した。500 
µl の DMEM培地を加え HeLa あるいは NIH3T3 細胞を播種し、24時間培養した。培養
後は培地を完全に取り除き、無血清培地（Opti-MEM、Gibco）で 2回洗浄を行った。0.5-
20 µM のペプチドを加えた Opti-MEM を加え NEPA21（ネッパシーン）及び付着細胞用
脚付電極のプロトコルに従いエレクトロポレーションを行った。電気条件は以下の通り。
Poring Pulse: 電圧-175V、パルス幅-2.5 ms、パルス間隔-50 ms、回数-2、減衰率-10%、極





胞全てに均一な処理を行う必要のある F-アクチン形成率解析及び H2A.Z 定量解析では
キュベット電極を用いた手法による導入を行った。 
継代培養と同様の剥離処理により NIH3T3 細胞を回収し、Opti-MEM により 2回の洗浄
を行った。細胞 1.0 x 106 cells を 20-50 µM のペプチドを含む 100 µl Opti-MEM に懸濁し、
キュベットに充填した。アクチンの蛍光観察を行う際はここで pnAC-mCherryベクター
（町田修士論文）を加えた。キュベットと NEPA21 を用いて、以下の条件でエレクトロ
ポレーションを行った。Poring Pulse: 電圧-175V、パルス幅-3 ms、パルス間隔-50 ms、
回数-2、減衰率-10%、極性-+、Transfer Pulse: 電圧-20V、パルス幅-50 ms、パルス間隔-
50 ms、回数-5、減衰率-40%、極性-±。エレクトロポレーション後は 2 ml DMEM培地を









む PBS を加え、室温で 15 分間インキュベートし細胞を固定した。PBS で 3回の洗浄を
行った後、0.5 % Triton X-100 を含む PBS を加え、10 分間インキュベートし透過処理を
行った。再度 PBS で 3回の洗浄を行い、5% BSA を含む PBS を加え 30℃、30 分間のイ
ンキュベートによりブロッキング処理を行った。PBS で洗浄後、DAPI solution（0.2 µg/ml 
in PBS）を加え、室温で 5 分間静置し細胞核の染色を行った。再度 PBS で洗浄し、最後
に VECTASHIELD（VECTOR）によりスライドガラスに封入した。 
 




5.0 x 106 cells の細胞を回収し、PBS によって洗浄した。RSB buffer（10 mM HEPES-NaOH 
[pH 7.4]、15 mM NaCl、1.5 mM MgCl2）を用いて再度洗浄操作を行った後、1% Triton X-
100 を含む RSB buffer に懸濁した。氷上で 5 分間インキュベートし、2800 rpm、4℃、10
分間での遠心を行った。この核ペレットに対して 100 µl の 1x SDS sample buffer（25 mM 
Tris-HCl [pH 6.5]、5% Glycerol、1% SDS、1% 2-メルカプトエタノール、BPB）を加え、95℃
で 5 分間インキュベートし SDS 化を行った。SDS-PAGE 及びウェスタンブロットの操
作は第２章 第２節と同様に行った。H2A.Z抗体は Abcam の ab97966 を使用し、希釈倍






  本章ではアクチンに結合する A11 ペプチドを細胞内に導入し、H2A.Z の導入を一
過的に抑制することを試みた。そこで、A11 ペプチドをエレクトロポレーションによっ
て細胞内に導入することを検討した。HeLa 及び NIH3T3 細胞に対して、キュベット電
極・付着細胞用電極を用いたいずれの方法でも、細胞内に A11 ペプチドを導入するこ
とに成功した。導入されたペプチドは細胞内全体に分散して観察され、やや核内には少
なくなっている結果となった（Fig. 9A）。A11 ペプチドで H2A.Z の導入を操作するため
には、核内のアクチン機能を標的とする必要があるため、次にペプチドに核移行シグナ
ル（NLS）の配列を付加し、核内へのペプチド導入を試みた。NLS を付加した NLS-A11










量の結果を Fig. 9D に示す。A11 ペプチド導入条件で、H2A.Z 導入量の減少は観察され
なかった。この解析から、A11 ペプチドは細胞内で F アクチンの形成を阻害することは














  一方で本研究では、NLS 付加二重環状ペプチドを用いて H2A.Z の導入抑制を行う
までに至らなかった。これは A11 ペプチドが F アクチン形成を阻害することはできる
が、SRCAP の複合体形成に影響しないためであると考えられる。免疫沈降による解析
から複合体形成を検証する必要はあるが、少なくとも H2A.Z の導入抑制を検出できる




必要があると考えられる。特に標的として H2A.Z そのものや SRCAP の他のサブユニッ





Figure 9. アクチン結合ペプチドの細胞への導入及び H2A.Z 導入に対する影響の解析 
(A) HeLa 細胞に対して終濃度 20 µM となるように A11 ペプチドを加え、付着細胞用電




て A11 ペプチドを可視化している。 
(B) NIH3T3 細胞に対して終濃度 5 µM となるように NLS-A11 ペプチドを加え、付着細
胞用電極によって導入を行った。DAPI 染色によって核を、付与された FAM 蛍光色素
によって NLS-A11 ペプチドを可視化している。 
(C) ペプチドを導入したNIH3T3細胞における F-アクチン形成細胞の割合を示したグラ
フ。NIH3T3 細胞に対して終濃度 50 µM となるように NLS-A11及びコントロールペプ
チドを加え、nAC-mCherry 発現ベクターと併せてキュベット電極を用いて導入した。導
入後は mCherry蛍光によって F-アクチンを検出した。 
(D) ペプチドを導入した NIH3T3 細胞における、核画分中の H2A.Z タンパク量をウェ














ニワトリ DT40 細胞における 







  第４章の解析では、ペプチドによる H2A.Z 導入抑制により、脊椎動物細胞におけ
る H2A.Z 導入機構を解析することを試みた。しかしペプチドを用いた手法では H2A.Z
導入の抑制が観察されなかった。そこで、本章では遺伝子破壊細胞を用いて H2A.Z を
ゲノム中から除去することを計画した。本研究室の松田博士は、二ワトリ DT40 細胞を
用いて H2A.Z の 2 つのアイソフォーム（H2A.Z.1、H2A.Z.2）を遺伝子破壊し、H2A.Z
二重破壊細胞（H2A.Z-DKO）を樹立している[46]。H2A.Z-DKO では、テトラサイクリ
ン依存的に遺伝子発現がシャットオフされる Tet-off プロモーターを用いて H2A.Z.1 発
現を誘導的に停止させることにより、H2A.Z 二重破壊による細胞致死性を回避してい
る。このためテトラサイクリン誘導的に H2A.Z を一過的にゲノム上から除去すること
が可能となる。H2A.Z-DKO の H2A.Z タンパク量は、テトラサイクリン処理 48 時間で




でゲノム上から H2A.Z が除去された後、テトラサイクリンを含まない培地に H2A.Z-KO
細胞をリリースすることで H2A.Z.1 を再発現させた。これにより第２・３章で用いた
pHtz1-After 株のように H2A.Z を除いてから再発現する状況を再現することを試みた。
この細胞を用いて、H2A.Z.1再発現条件で細胞の生育や H2A.Z.1 のクロマチン中への取








ルム和光純薬）に 55℃、30 分間の非働化処理を行った 50 ml Fetal Bovine Serum（Gibco）、
同様に非働化処理した 5 ml Chicken serum（Gibco）、500 µl 10 mM メルカプトエタノー





２．Total cell extract の調製 
1.0 x 107cells の DT40 細胞を回収し、PBS による洗浄を行った。この細胞を 100 µl の Cell 
lysis buffer（10 mM Tris-HCl [pH 7.5]、150 mM NaCl、0.5 mM EDTA、0.5% NP-40）に懸
濁した。この懸濁液を、超音波破砕装置 BIORUPTOR（ソニック・バイオ株式会社）に
よって超音波処理した。超音波出力は High に設定し、30 秒の超音波処理と 60 秒のイ
ンターバルを 18 分間繰り返した。超音波処理後に 25 µl 5x SDS sample buffer（125 mM 
Tris-HCl [pH 6.5]、25% Glycerol、5% SDS、5% 2-メルカプトエタノール、適量 BPB）を加
え、95℃で 5 分間インキュベートすることで SDS 化した。この後ウェスタンブロット
によってH2A.Zタンパク量の定量を行ったが、ここは第４章 第２節４の方法に従った。 
 
３．DT40 細胞からの RNA抽出及び RT-PCR 
RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、添付のプロトコルに従い RNA の抽出を行った。







Fw: 5’- TGGCAAAGCTGGGAAGGAC-3’ 
Rv: 5’- GGCCTACAGGGAACTGCAAAC-3’ 
GAPDH 
Fw: 5’- ACCCCAGCAACATCAAATGG-3’ 



















培地へのリリース後、24時間おきに細胞から Total cell extract を調製し、ウェスタンブ




H2A.Z の mRNA を定量することで、H2A.Z 遺伝子発現の回復の確認を行ったところ、
こちらはテトラサイクリン処理 72時間、96時間の両者共に、H2A.Z 発現が回復してい
ることを確認できた（Fig. 10C）。この観察結果は、テトラサイクリン 96時間処理後に




















脊椎動物細胞を用いた解析では、H2A.Z-DKO においてテトラサイクリン添加後 48 時
間で H2A.Z タンパク量は検出限界以下まで減少するにも関わらず、テトラサイクリン
添加後 72時間で通常培地に H2A.Z-DKO をリリースした場合には 2A.Z の導入が回復す




ーク(Unknow-deposition mark)の存在を支持している。Unknown-deposition mark が H2A.Z
消失後も一定期間維持されることで、テトラサイクリン添加後 72時間では H2A.Z が導











Figure 10. H2A.Z-DKO 細胞を用いた H2A.Z再発現解析 






(B) テトラサイクリンからリリースした H2A.Z-DKO 細胞について、全細胞抽出液を回
収し、ウェスタンブロットによって検出した H2A.Z と H3 のバンド。左図は 72時間テ
トラサイクリン処理を行った細胞、右図は 96 時間テトラサイクリン処理を行った細胞
を用いている。 
(C) テトラサイクリンからリリースした H2A.Z-DKO 細胞について、RT-PCR によって

























H2A.Z がクロマチン中に導入されなかった。これは H2A.Z 枯渇時間が長くなることで
H2A.Z 導入部位の情報が失われていくことを示しており、本研究の予想モデルでは
H2A.Z と共局在する Unknown-deposition mark の存在を想定している。これらの H2A.Z
導入機構における知見は新規性が高く、H2A.Z によるエピジェネティック制御機構を明
らかにする上で重要であると考えられる。 




  本研究では HTZ1 の遺伝子を破壊した後で HTZ1 を発現するプラスミドを導入した

















  本研究では出芽酵母とニワトリ DT40 細胞の両方で、H2A.Z 枯渇による H2A.Z 導
入の異常が示唆された。このため、H2A.Z 導入のためのマークとして H2A.Z そのもの
が用いられているというモデルは、進化的に保存されているものであると考えている。
しかし pHtz1-After では、Htz1 導入部位が異常となっているがクロマチン中には取り込
まれていることが確認できた（Fig. 3）。これに対して H2A.Z枯渇によって導入が生じて
いない DT40 細胞（テトラサイクリン 96時間添加）では、再発現 H2A.Z が全くクロマ




能性があると考えている。特に出芽酵母における pHtz1-After での Htz1 導入部位は、コ
アヒストンの導入パターンと似た傾向を示している（Fig. 6C-D）。このため出芽酵母で
はゲノム DNA複製依存的にコアヒストンを導入する機構に H2A と H2A.Z を区別する
機能がなく、再発現された Htz1 が一部複製依存的に導入されてしまっている可能性が
考えられる。これに対して脊椎動物細胞では H2A.Z は複製依存的に取り込まれること





い H2A.Z の挙動は進化の過程で変化していると考えられる。 
 
Unknown-deposition mark についての考察 
  第４章の結果から、H2A.Z がウェスタンブロットの検出限界以下まで除去された後
も、一定時間は H2A.Z 導入部位の情報が維持されていることが示された。ごく微量の
残留した H2A.Z によって導入領域が記憶されていた結果である可能性もあるが、H2A.Z
だけでなく共役して H2A.Z 導入のマークとなっている Unknown-deposition mark の存在
を示唆していると考えている。また H2A.Z は転写活性化などに応じて高頻度でゲノム
中から解離する分子である。このため H2A.Z そのものだけで H2A.Z 導入部位が規定さ
れているとは考えにくい。こういった知見からも Unknown-deposition mark の存在が予
想される。この Unknown-deposition mark の同定が、本研究の今後の課題であると考え
ている。 
  Unknown-deposition mark は、H2A.Z と同一あるいは近傍のヌクレオソーム上に存在




トン H3 の 4番目リジン残基におけるトリメチル化）が Unknown-deposition mark として
機能している可能性が高いと考えている。H3K4me3 はアクティブなプロモーター領域
に局在することが知られており、ChIP-seq による局在解析の結果は H2A.Z のパターン
と類似している[47]。また出芽酵母における H3K4me3 のメチル化酵素である Set1 は、







H2A.Z 導入における Unknown-deposition mark を解明していきたいと考えている。 
 
  本博士論文研究では、H2A.Z がゲノム上に導入される機構の一端を明らかにするこ
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